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Zusammenfassung 
 
Mycoplasma  suis  ist  ein  hoch  spezialisiertes,  haemotrophes  Bakterien, welches  auf  und  in 
den  Erythrozyten  vieler  Wirbeltiere  parasitiert  und  beim  Schwein  die  porcine  infektiöse 
Anämie verursacht.  
Da  M.  suis  nicht  kultivierbar  ist,  weiss  man  bis  heute  wenig  über  die  Wirt‐Pathogen‐
Interaktionen. Auch  liegen keine Hinweise über die Eisenversorgung des Bakteriums vor. In 
dieser Arbeit wurden zwei methodische Ansätze verwendet um potentielle Eisen‐bindende 
Proteine  von  M.  suis  zu  identifizieren.  Als  potentielle  M.  suis  Bindungspartner  dienten 
Hämoglobin,  Hämin  und  Transferrin  (Tf).  Bei  der  ersten  Methode  wurden  die  M.  suis‐
Präparationen auf Nitrozellulose‐Membranen immobilisiert und potentielle Bindungspartner 
mittels  Bindung  von  Biotin‐markiertem  Transferrin,  Hämoglobin  bzw.  Hämin  gesucht.  Die 
zweite Methode  kehrte  den  Ansatz  um:  Zunächst  wurden    Transferrin,  Hämoglobin  bzw. 
Hämin an Sepharose  immobilisiert und danach Bindungspartner durch die Bindung von M. 
suis  gesucht.  Anschliessend  wurden  potentielle  M.  suis‐Bindungspartner    mittels 
massenspektrometrischen  Methoden  identifiziert.  Beide  Methoden  erlaubten  es  nicht,  
M. suis‐Proteinen  zu  identifizieren.  Weiter  wurde  geprüft,  ob  das  GAPDH‐homologe 
Adhäsionsprotein  MSG1  von  M. suis  fähig  ist,  an  Transferrin  zu  binden.  Es  konnte 
nachgewiesen werden, dass MSG1 an porcines Tf bindet und diese Tf‐Bindung offensichtlich 
spezies‐spezifisch ist. 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Summary 
 
Mycoplasma  suis  belongs  to  a  group  of  highly  specialized  non‐cultivable  hemotrophic 
bacteria parasitizing on an in erythrocytes of many vertebrates. In swine M. suis causes the 
porcine infectious anemia . 
Due  to  the  uncultivability  of  M.  suis  little  is  known  on  the  host‐pathogen  interactions. 
Furthermore,  there  are  no  indicators  showing  which  iron‐storing  host  proteins  use  the 
bacterium  as  an  iron  resource.  The  present  study  deals  with  two  different  methodical 
approaches  in  order  to  identify  potential  iron‐binding  proteins  of  M.  suis.  Hemoglobin, 
hemin and transferrin  (Tf) could be potential M. suis binding partner during the process of 
iron  acquisition.  During  approach  one  the  M.  suis  preparations  were  immobilized  on 
nitrocellulose membranes and potential binding partners were sought by means of binding 
Biotin  marked  Tf,  hemoglobin,  and  hemin,  respectively.  During  the  second  approach  Tf, 
hemoglobin and hemin, respectively were immobilised on Sepharose and potential binding 
partners were  sought  by  binding  of M. suis.  Potential M.  suis binding  partners were  then 
identified  by  mass‐spectrometric  methods.  Both  approaches  did  not  result  in  identifying 
M. suis proteins.  
Furthermore, a potential role of the GAPDH homologous adhesion protein MSG1 of M. suis 
was investigated in respect of its ability to bind to Tf. In the case of Trypanosoma brucei and 
Staphylococcus  aureus  one  knows,  for  example,  that  the  GAPDH  can  attach  to  Tf.  It  was 
demonstrated  that  MSG1  binds  to  porcine  Tf,  and  that  Tf  binding  obviously  is  species‐
specific . 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1  Literaturübersicht 
 
1.1  Überblick über haemotrophe Mykoplasmen 
Mycoplasma  suis  gehört  zu  einer  Gruppe  hoch  spezialisierter,  nicht  kultivierbarer 
haemotropher  Bakterien  (haemotrophe  Mykoplasmen,  Haemoplasmen),  die  auf  den 
Erythrozyten  vieler  Wirbeltiere  parasitieren  (Neimark  et  al.,  2001;  Hoelzle,  2007  ).  Die 
Gruppe  der  Haemoplasmen  umfasst  Vertreter  der  ehemaligen  Genera  Haemobartonella 
und Eperythrozoon sowie neu entdeckte und definierte haemotrophe Mykoplasmen. Diese 
Reklassifizierung  erfolgte  nach  der  Analyse  der  16S  rDNA  aufgrund  der  gegebenen 
phylogenetischen Verwandtschaft zum Genus Mycoplasma (Neimark et al., 2001) Daneben 
weist  die  Gruppe  der  haemotrophen  Mykoplasmen  eine  Vielzahl  von  gemeinsamen 
phänotypischen Eigenschaften mit den weiteren Vertretern des Genus Mycoplasma auf, wie 
z.B.  keine  Zellwand,  enger  Kontakt  mit  der  Wirtszelle,  keine  Flagellen,  Resistenz  gegen 
Penicillin,  Empfänglichkeit gegen Tetrazyklin  (Messick, 2004; Hoelzle, 2007). Tabelle 1 gibt 
einen Überblick über alle bisher beschriebenen haemotrophen Mykoplasmen.  Infektionen 
mit  haemotrophen Mykoplasmen  kommen bei  zahlreichen Haus‐  und Wildtieren  vor.  Die 
bislang  bekannten  Erreger  besitzen  eine  hohe  Wirtsspezifität  und  können  bei  ihren 
Hauptwirten  lebensbedrohende,  akute  hämolytische  Anämien  oder  chronische  Anämien 
und Immunsuppression verursachen. Aktuelle Untersuchungen belegen, dass haemotrophe 
Mykoplasmen  auch  bei  Primaten  und  beim  Menschen  vorkommen  (Messick,  2004;  Dos 
Santos  et  al.,  2008;  Hu  et  al.,  2009).  Dabei  handelt  es  sich  entweder  um  offensichtlich 
zoonotische Infektionen mit z.B. M. haemofelis (Dos Santos et al., 2008), M. suis (Hu et al., 
2009) oder M. ovis  (Sykes et al.,  2009) oder um einen möglicherweise humanspezifischen 
Vertreter  der  haemotrophen  Mykoplasmen  (i.e.  Cand.  M.  haemohominis;  Steer  et  al., 
2012).   
Obwohl  haemotrophe  Mykoplasmen  seit  über  80  Jahren  als  Krankheitserreger  bekannt 
sind,  ist  es  bisher  nicht  gelungen,  ein  in  vitro‐Kultursystem  für  diese  ungewöhnlichen 
Bakterien zu etablieren (Messick, 2004; Hoelzle, 2008). 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HAEMOTROPHE MYKOPLASMEN WIRTSSPEZIES REFERENZEN 
M. coccoides Maus 
Capybara 
Neimark et al., 2005 
Vieira  et al., 2009 
M. haemomuris Maus, Ratte Neimark et al., 2001 
M. haemofelis Katze Neimark et al., 2001 
Cand. M. haemominutum Katze Foley and Pedersen, 2001 
Cand. M. turicensis  Katze  Willi et al., 2005 
M. suis Schwein, Wildschwein Neimark et al., 2001 
M. ovis Schaf, Ziege, Hirsch, Reh Neimark et al., 2004 
M. wenyonii Rind Neimark et al., 2001 
Cand. M. haemobos/haemobovis Rind Tagawa et al., 2008 
M. haemocanis Hund Neimark et al., 2002 
Cand. M. haematoparvum Hund Sykes et al., 2005 
Cand. M. haemodidelphis Opossum Neimark et al., 2002 
Cand. M. haemolamae Lama Neimark et al., 2002 
Cand. M. kahanei Totenkopfäffchen Neimark et al., 2002 
Cand. M. equi Pferd Dieckmann et al., 2010 
Cand. M. aoti  Nachtaffe   Barker et al., 2011 
Cand. M. haemocervae  Sikawild   Watanabe et al., 2010 
Cand. M. haemozalophi  Seelöwe  Volokhov et al., 2011 
Cand. M. haemovis  Schaf  Hornok et al., 2009 
Cand. M. haemohominis  Mensch  Steer et al., 2012 
 
Tabelle 1: Überblick über alle bisher beschriebenen haemotrophen Mykoplasmen.  
Cand.= Candidatus 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1.2  Eigenschaften von Mycoplasma suis 
Die Morphologie  von M.  suis  ist  vielgestaltig.  Eine  einzelne  Zellmembran  umschliesst  die 
Bakterienzelle  und  im  Cytoplasma  sind  kleine  Granula  und  Filamente  zu  finden.  In  der 
Fachliteratur sind verschiedene Erscheinungsformen der Zelle beschrieben: sie kann rund bis 
lang  gestreckt  sein  und  einen  Durchmesser  von  0,3  bis  3  μm  aufweisen.  Je  nach 
Vermehrungsstadium unterscheidet man bei M. suis  jugendliche kokkoid bis diskusförmige 
Formen und ringförmige reife Organismen (Zachary and Basgall, 1985). Während der akuten 
Krankheitsphase  von  Schweinen  wurden  die  Erscheinungsformen  auf  den  Erythrozyten 
nebeneinander  beobachtet.  Anscheinend  ist  für  die  Vermehrung  von  M.  suis  der  enge 
Kontakt mit  der  Erythrozytenmembran  essentiell  (Hoelzle,  2007).  Bei  chronisch  infizierten 
Schweinen  traten  kreisrunde  bis  elliptische,  abgerundete  Ruheformen  auf  (Liebich  and 
Heinritzi,  1992).  Im  gefärbten  Blutausstrich  von  infizierten  Schweinen  beobachtet  man 
lichtmikroskopisch,  dass  M.  suis  vereinzelt,  in  Ketten  oder  als  Ringe  angeordnet  ist.  Im 
Plasma gibt es auch freie Formen. Abbildung 1 zeigt das mikroskopische Bild eines Ausstrichs 
nach experimenteller Infektion mit M. suis nach Anfärbung mit Acridin‐Orange.  
Elektronenmikroskopische  Untersuchungen  ergaben,  dass  M.  suis  in  Vertiefungen  und 
Eindellungen der Erythrozytenmembran zu finden ist. Ein ca. 10‐30 nm grosser Spalt trennt 
die  anhaftenden  Bakterien  von  der  Zelloberfläche.  M.  suis  bindet  sich  durch  feine 
mikrofibrilläre  Strukturen  an  die  Erythrozyten  (Zachary  &  Basgall,  1985;  Messick,  2004; 
Hoelzle,  2007).  Abbildung  2  zeigt  elektronenmikroskopisch M. suis  im  engen  Kontakt  mit 
seiner Wirtszelle,  dem  Schweine‐Erythrozyten. Untersuchungen  unserer  Forschungsgruppe 
haben  gezeigt,  dass M.  suis  fähig  ist,  in  Erythrozyten  einzudringen  (Groebel  et  al.,  2009; 
Abbildung 3).  
M. suis besitzt ein zirkuläres, doppelsträngiges Genom mit einer Grösse von ca. 709 bis 741 
kbp und  einem GC‐Gehalt von 31% (Oehlerking et al., 2011; Messick et al., 2011; Guimaraes 
et  al.,  2011).  Damit  kommt  M.  suis  nahe  an  die  theoretische  Minimalgrösse  eines 
Organismus  heran,  der  noch  in  der  Lage  ist,  sich  zu  replizieren  (Hoelzle,  2007). M.  suis 
gehört,  wie  alle  bisher  sequenzierten  haemotrophen  Mykoplasmen  zu  denjenigen 
Mykoplasmenvertretern,  die  Energie  in  Form  von  ATP  ausschließlich  über  die  Glykolyse 
produzieren (Oehlerking et al., 2011; Guimaraes et al., 2011; Barker et al.,  2011; Santos et 
al.,  2011).  Viele  Stoffwechselwege  und  Transportsysteme  sowie  große  Teile  des 
Nukleotidsynthese‐Apparates  fehlen  im  Genom  von M.  suis.  Ein  besonderes  Kennzeichen 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des M. suis‐Genoms liegt in dem sehr großen Anteil an hypothetischen, nicht annotierbaren 
Proteinen, die ca. 65% des gesamten Genoms darstellen (Oehlerking et al., 2011). Alle diese 
Faktoren  sprechen  für  eine  starke  Adaptation  des  Bakteriums  an  eine  bestimmte 
Umgebung/Zielzelle, von der essenzielle Substanzen bezogen werden. 
 
M.  suis  gilt,  wie  alle  anderen  haemotrophen Mykoplasmen,  als  wirtspezifisch  und  wurde 
bisher nur im Schwein nachgewiesen. Auch konnten haemotrophe Mykoplasmen des Lamas 
(Candidatus  M.  haemolamae)  nicht  auf  das  Schwein  oder  andere  Tierarten  übertragen 
werden  (McLaughlin  et  al.,  1991).  Daher  erfolgt  die  Vermehrung  des  Erregers  für  die 
experimentellen Arbeiten im Labor nach wie vor im splenektomierten Schweinemodell. 
 
 
Abbildung 1: Blutausstrich eines mit M. suis experimentell infizierten Schweines nach Färbung mit 
Acridin‐Orange (aus Hoelzle, 2008) 
 
 
Abbildung  2:  Elektronenmikroskopische  Aufnahmen  (Raster‐  und  Transmissionselektronen‐
mikroskopie) von Erythrozyten eines mit M. suis experimentell infizierten Schweines (aus Groebel et 
al., 2009). 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Abbildung 3: Darstellung der Invasion von M. suis in Schweineerythrozyten (aus Groebel et al., 2009) 
 
1.3  Das Krankheitsbild der infektiösen Anämie (syn. porcine Eperythrozoonose) 
Erkrankungen, die durch M. suis ausgelöst werden, sind weltweit verbreitet und von grosser 
wirtschaftlicher  Bedeutung  für  die  Schweinehalter.  M.  suis  wurde  bisher  in  Europa 
(Deutschland,  Schweiz,  Belgien;  Ritzmann  et  al.,  2009),  Nordamerika  (Messick,  2004), 
Südamerika (Guimaraes et al., 2008) und Asien (Zhou et al., 2009; Yuan et al., 2009; Wu et 
al.,  2006)  nachgewiesen.  Wegen  der  schwierigen  Diagnose  sind  umfangreiche  Prävalenz‐
Daten  nur  aus  Deutschland  verfügbar.  Dort  ergab  eine  Untersuchung  an  1176 
Mastschweinen  aus  196  Betrieben  eine  Einzeltierprävalenz  von  13,9  %  und  eine 
Bestandesprävalenz von 40,3 %  (Ritzmann et al.,  2009).  In den USA wurden Seren von ca. 
15000 Schweinen mittels Hämagglutinationstest auf M. suis getestet. Dabei waren ca. 15% 
der Tiere serologisch positiv  (Messick 2004). Eine aktuelle Studie weist nach,   dass M. suis 
neben  Hausschweinen  auch  in  Wildschweinen  vorkommt,  insbesondere  in  Fällen,  wo 
Wildschweine  in Gehegen gehalten werden (Hoelzle et al., 2010). Das stützt die Annahme, 
das Wildschwein diene als Reservoir für M. suis.  
Die  Übertragung  von M.  suis  erfolgt  entweder  durch  direkten  Kontakt  (Rangkämpfe  und 
kleine  Verletzungen)  oder  durch  Vektoren.  Ferner  kann  M.  suis  durch  orale  Infektion 
übertragen werden,  da  der  Erreger  im Urin  ausgeschieden wird  (eigene Untersuchungen). 
Ausserdem  wird  eine  vertikale  Übertragung  diskutiert  (Henderson  et  al.,  1997).  Der 
hauptsächliche  Verbreitungsweg  ist  vermutlich  der  iatrogene  Modus  z.  B.  durch 
kontaminiertes  Injektionsbesteck  oder  Oberkieferschlingen  (Henry,  1979).  Unter 
experimentellen  Bedingungen  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  M.  suis  durch 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blutsaugende  und  blutleckende  Arthropoden  wie  z.B.  die  Schweinelaus,  Mosquitos  oder 
Stallfliegen von Schwein zu Schwein übertragen werden kann (Prullage et al., 1993). 
Das klinische Erscheinungsbild der porcinen  infektiösen Anämie reicht von subklinischer bis 
lebensbedrohlicher  Symptomatik.  In  der  akuten  Form  der  M.  suis‐Infektion  treten  eine 
ausgeprägte  Bakteriämie mit  den Hauptsymptomen  Fieber,  Anämie,  Ikterus  und  Zyanosen 
an den Ohrrändern sowie eine ausgeprägte Hypoglykämie auf (Heinritzi et al., 1984; Hoelzle, 
2007;  Abbildung  4).  Diese  Form  findet  man  hauptsächlich  bei  Absetzferkeln  und 
Mastschweinen.  Pathogenetisch  sehr  bedeutend  sind  erregerinduzierte  Immunreaktionen 
gegen wirtseigene  Strukturen  (Felder  et  al.,  2010). M.  suis  ist wahrscheinlich  in  der  Lage, 
Strukturen  auf  der  Erythrozytenoberfläche  zu  modifizieren  und  dadurch  die  Bildung  von 
autoreaktiven  Antikörpern  der  Klasse  IgM  (sogenannte  Kälteagglutinine)  zu  induzieren 
(Zachary & Smith  1985). Gleichzeitig werden warm‐autoreaktive Antikörper der Klasse  IgG 
durch M. suis  induziert, die gegen das Aktin auf der Erythrozytenoberfläche gerichtet sind. 
Vermutlich  sind  bei  diesem  autoreaktiven  Prozess  Vorgänge  des  „molecular  mimickry“ 
beteiligt (Felder et al., 2010). Die Bindung der warm‐ und kaltreaktiven Auto‐Antikörper an 
Erythrozytenstrukturen  führt  letztendlich  zu  einer  immunvermittelten  hämolytischen 
Anämie.  
Die  chronische  Form  der  M.  suis‐Infektion  herrscht  heutzutage  in  der  modernen 
Schweinehaltung  vor.  Die  Schweine  zeigen  meist  nur  milde  Symptome  wie  geringgradige 
Anämie,  milder  Ikterus,  Wachstumsdepression,  Reproduktionsstörungen.  Diese 
Leistungsdepression  gepaart  mit  einer  erhöhten  Anfälligkeit  für  andere 
Infektionskrankheiten  des  Respirations‐  und  Verdauungstrakts  haben  nennenswerte 
wirtschaftliche Einbussen in der Schweinehaltung zur Folge (Schweighardt et al., 1986; Zinn 
et al., 1983; Brownback, 1981; Henry, 1979; Hoelzle, 2007). Anscheinend ist M. suis, ähnlich 
wie andere Mykoplasmen,  in der  Lage, das  Immunsystem des Wirts  zu modulieren und  zu 
supprimieren (Zachary & Basgall, 1985; Hoelzle, 2007). 
Der  Erreger  wird  in  der  Regel  nicht  vollständig  eliminiert,  obwohl  die    Immunantwort 
während  der  Infektion  (Hoelzle  et  al.,  2006;  Hoelzle  et  al.,  2009)  oder    nach  einer 
Behandlung mit  Tetrazyklin  (Hoelzle,  2007)  stark  ist.  Ein möglicher Grund  ist  die  Fähigkeit 
von M. suis zur Invasion und Persistenz in Erythrozyten (Groebel et al., 2009). M. suis kann 
also  in  asymptomatischen  Trägertieren  lange  Zeit  persistieren.  Unter  bestimmten 
Bedingungen  (z.B.  Stress, Umstallung,  andere  Infektionskrankheiten)  kann  aber  eine  akute 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Erkrankung  mit  massiver  Bakteriämie  jederzeit  wieder  auftreten.  Asymptomatische 
Trägertiere sind daher von besonderer epidemiologischer Bedeutung (Hoelzle, 2007).  
 
1.4  Pathogenese der Mycoplasma suis‐Infektion 
Da  es  nicht  möglich  ist,  haemotrophe  Mykoplasmen  im  Labor  zu  vermehren,  sind  viele 
Fragen  über  die  Erregerbiologie  und  Pathogenese  der  durch  M.  suis  induzierten 
Erkrankungen offen.  
Offensichtlich  spielt  die  enge  Interaktion  von M.  suis  mit  den  Erythrozyten  eine  wichtige 
Rolle  in  der  Pathogenese.  Man  weiss,  dass  Erreger  und  Wirtszelle  über  Mikrofibrillen 
interagieren (Zachary & Basgall, 1985; Hoelzle, 2007). Über die Komposition des bakteriellen 
Adhäsionskomplexes weiss man bislang  sehr wenig.  Bisher wurden  zwei  Adhäsionsprotein 
beschrieben. Es handelt sich zum einen um das Protein MSG1, das auf der Oberfläche von M. 
suis  exprimiert wird  (Hoelzle  et  al.,  2007). MSG1  ist  ein  Protein,  das  der Glyceraldehyd‐3‐
Phosphat  Dehydrogenase  (GAPDH)  analog  und  glykolytisch  aktiv  ist.  Bei  dem  zweiten 
Adhäsionsprotein handelt es sich um die alpha‐Enolase, ebenfalls ein Enzym der Glykolyse‐
Kaskade  (Schreiner  et  al.,  2012).    Auch  von  anderen  Bakterien wie  z.B.  Streptokokken  ist 
bekannt, dass sogenannte „house keeping“ Proteine (z. B. essentielle Stoffwechsel‐Enzyme) 
als Virulenzfaktoren fungieren können (Pancholi et al., 2003).  
Autoimmunologische  Prozesse  scheinen  wichtig  zu  sein,  damit  die  Anämie  entsteht.  Die 
akute  Phase  der  Krankheit  geht  sowohl mit  der  transienten Bildung  von  Kälteagglutininen 
(IgM‐Antikörper;  Zachary  &  Smith,  1985;  Hoelzle,  2007)  als  auch  von  autoreaktiven  IgG‐
Antikörpern  (Hoelzle  et  al.,  2006;  Felder  et  al.,  2010)  einher.  Kälteagglutinine  sind  meist 
gegen  ein  Carbohydrat‐Antigen  auf  der  Erythrozyten‐Membran  (I‐Antigen)  gerichtet. 
Kälteagglutinine  findet  man  analog  auch  bei  der  durch  M.  pneumoniae  verursachten 
respiratorischen  Erkrankung  des  Menschen  und  den  M.  gallisepticum  und  M.  synoviae‐
Infektionen des Geflügels (Hoelzle, 2007). Für M. suis  ist der genaue Bindungspartner noch 
nicht identifiziert. 
Als  weiterer  möglicher  Mechanismus  der  Entstehung  der  Anämie  wurde  der  Prozess  der 
Eryptose  beschrieben  (Felder  et  al.,  2011).  Definiert  wird  „Eryptose“  als  suizidaler  Zelltod 
(Apoptose)  von  Erythrozyten,  der  insbesondere  durch  Zellschrumpfung, 
Oberflächenexposition  von  Phosphatidylserin  und  Aktivierung  eines  Ca2+  durchlässigen 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Kationenkanal  gekennzeichnet  ist.    Eryptotische  Vorgänge,  v.a.  die  Phosphatidylserin‐
Exposition  führen  es  zu  einer  stark  vermehrten  Makrophagenaktivität  und  damit  zur 
Entstehung von einer Anämie (Lang et al., 2006; Felder et al., 2011). 
In der akuten Phase der Erkrankung treten beim Schwein ausserdem massive metabolische 
Störungen  auf.  Die  Konzentrationen  von  Lactat  und  Pyruvat,  sowie  der  pCO2  sind  stark 
erhöht, die Bicarbonat‐Konzentration ist herabgesetzt, und die Basenabweichung ist negativ 
(Heinritzi  et  al.  1990  a,  b).  Die  Azidose  des  Bluts  besteht  aus  einer  metabolischen  und 
respiratorischen Komponente (Heinritzi, 1989; Heinritzi et al., 1990 b). Ausserdem kommt es 
zu  einer  lebensbedrohenden  Hypoglykämie,  die  nachweislich  mit  dem  Stoffwechsel  von 
M. suis assoziiert ist (Heinritzi et al., 1990 a, b; Smith et al., 1990; Nonaka et al., 1996). 
 
1.5  Rolle des Eisens bei bakteriellen Infektionen 
Eisen  ist  eines  der  wichtigsten  Spurenelemente  für  das  Wachstum  von  Bakterien  im 
Wirtsorganismus. Eine Ausnahme bilden die Laktobacillen, die Mangan und Kobalt anstelle 
von Eisen als Biokatalysator nutzen,  sowie Borrelia burgdorferi  (Weinberg, 1997; Guerinot, 
1994; Posey & Gherardini, 2000). Im Gegensatz zu fast allen anderen benötigten Nährstoffen 
und Spurenelementen ist Eisen nicht in ausreichender Menge frei verfügbar. Unter aeroben 
Bedingungen liegt Eisen fast ausschliesslich in oxidierter Fe(III)‐Form vor. Fe(III) hat aber mit 
10‐18 M eine sehr geringe Löslichkeit (Martinez et al., 1990). Daher spielt die Akquisition von 
Eisen  im Wirt    eine  Schlüsselrolle  für  bakterielles Wachstum  im Wirt.  Kenntnisse  über  die 
Eisen‐Akquisitionsmechanismen  liefern  daher  wichtige  Ansatzpunkte,  um  neue 
Chemotherapeutika oder prophylaktische Massnahmen wie z.B.  Impfstoffen zu entwickeln. 
Im  Wirt  ist  Eisen  notwendig  für  wichtige  Zellfunktionen  wie  z.B.  den  Transport  und  die 
Lagerung von Sauerstoff, als Katalysator  in Elektronentransportprozessen, als Co‐Faktor  für 
Enzyme in der DNA Synthese (Litwin & Calderwood 1993; Earhart, 1996). Ein Überschuss an 
freiem Eisen ist aber auch toxisch. Freie Eisenionen sind in der Lage, die sogenannte Fenton‐
Reaktion  zu  katalysieren,  wobei  Superoxid  und  Hydrogenperoxid  zu  freien,  reaktiven 
Radikalen  reagieren.  Dadurch  kommt  es  zu  erhöhtem  oxidativen  Stress  und  vorzeitiger 
Zellalterung (Emery, 1991). Daher ist eine exakte Regulierung des Eisenstoffwechsels enorm 
wichtig,  um  die  Eisen‐Homöostase,  i.e.  Absorption,  Verlust  und  der  Gebrauch  zu 
gewährleisten. Im Wirt ist Eisen fest an hoch‐affine Eisentransportproteine wie Transferrin, 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Laktoferrin, Ferritin gebunden oder funktionell an Hämoglobin, Myoglobin und Cytochrom C. 
Die Konzentration des frei verfügbaren Eisens liegt bei ca. 10‐12 µM und damit deutlich unter 
der Konzentration, die essentiell für bakterielles Wachstum ist (i.e. 0.05 – 0.5 µM; Martinez 
et al., 1990; Griffith, 1991). Bei Transferrin und Laktoferrin handelt es sich um Glykoproteine, 
die  in  der  Leber  synthetisiert  werden.  Beide  Moleküle  besitzen  zwei  hoch‐affine  Fe(III)‐
Bindungsstellen.  Transferrin  bindet  freies  Fe(III)  im  Serum  und  transportiert  es  zu  allen 
Zellen  und  Geweben,  wo  dieser  Transferrin‐Eisen  Komplex  anschließend  an  spezifische 
Rezeptoren  bindet  und  in  die  Zellen  aufgenommen  wird  (Guerinot,  1994).  Die  Höhe  des 
Serum‐Transferrins korreliert mit der Größe des Eisenpools.  In der Regel  ist Transferrin nie 
vollständig mit  Eisen  abgesättigt,  d.h.  es  sind  immer  freie  Kapazitäten  da,  um  freies  Eisen 
aufzunehmen.  Dadurch  wird  sichergestellt,  dass  kein  freies  Fe  vorhanden  ist.  Dieser 
„Eisenspeicher‐Puffer“  stellt einen wichtigen Mechanismus  in der Abwehr von bakteriellen 
Infektionen  dar.  Wichtigstes  Eisenspeichermolekül  ist  das  Ferritin,  das  aus  identischen 
Untereinheiten,  dem  Apoferritin,  aufgebaut  ist.  Ferritin  kann  pro Molekül  mehr  als  4000 
Eisen‐Ionen binden in Form eines inorganischen Makrokomplexes.  
Laktoferrin  findet  man  in  der  Milch,  im  Speichel,  in  der  Tränenflüssigkeit  und  auf  den 
Schleimhäuten  des  Respirations‐,  Gastrointestinal‐  und  Harntrakts,  also  dort,  wo  sich  der 
primäre Herd für bakterielle Infektionen befindet (Guerinot, 1994). 
 
1.6  Eisenaufnahme von Bakterien 
Die  Fähigkeit,  Eisen  aus  Ferritin,  Transferrin,  Hämoglobin  oder  anderen  Eisen‐bindenden 
Proteinen  zu  gewinnen,  ist  für  das  Überleben  und  die  Vermehrung  von  Bakterien  im 
Wirtsorganismus essentiell. Eisen ist in Bakterien aufgrund seines weiten Redoxpotentials an 
einer  Vielzahl  von  Elektronentransport‐Vorgängen  beteiligt  (z.B.  Bestandteil  wichtiger 
Enzyme der Atmungskette  und  des  Intermediärstoffwechsels;  Litwin & Calderwood,  1993; 
Earhart,  1996).  Im  aeroben  Milieu  konkurrieren  Bakterien  mit  dem  Wirtsorganismus  um 
freies Eisen. Dafür haben sie eine Vielzahl von Systemen entwickelt, die es ihnen ermöglicht, 
Eisen aus wirtseigenen Eisen‐bindenden Systemen zu akquirieren. Diese Systeme sind häufig 
eng assoziiert mit der Virulenz von Bakterien (Martinez et al., 1990). 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Grundsätzlich unterscheidet man drei Mechanismen:  
1. Die  Reduktion  von  Fe(III)  zu  Fe(II)  führt  zu  einer  Mobilisation  von  Eisen.  Frei 
werdendes  Eisen  kann  dann  als  Fe(II)  von  Bakterien  aufgenommen  werden. 
Bakterien wie z. B. Streptokokken oder Legionellen können auf diese Weise Eisen 
akquirieren (Guernot, 1994)  
2. Bakterien  produzieren  Siderophore,  die  als  spezielle  Eisenchelatoren  Eisen mit 
hoher  Affinität  binden.  Siderophore  wiederum  binden  spezifisch  an  die 
Bakterienzelle, und es kommt zur Aufnahme von Eisen  in die Bakterien. Diesen 
Mechanismus findet man bei einer Vielzahl von Bakterien und Pilzen (Guerinot, 
1994). 
3. Bakterien  verbinden  sich  direkt  mit  Eisen‐speichernden  oder  –bindenden 
Wirtsproteinen. Dieser Kontakt mobilisiert unmittelbar Eisen z.B. aus Transferrin, 
Laktoferrin  und  Hämin.  Dieser  Mechanismus  wird  z.B.  von  Haemophilus 
influenzae, Helicobacter  pylori,  Neisserien  und  Yersinien  verwendet  (Guerinot, 
1994).  
 
Tabelle  2  gibt  eine  Übersicht  über  die  in  der  Literatur  beschriebenen  bakteriellen  Eisen‐
Akquirierungssysteme.  In  Bakterien  kann  freies  intrazelluläres  Eisen  toxisch  sein,  da 
überschüssige  Eisen‐Ionen  in  Form  der  Fenton‐Reaktion  zur  Bildung  von  freien  reaktiven 
Radikalen  aus  Superoxid  und  Hydrogenperoxid  führen.  (Guerinot,  1994).  Daher  ist  die 
Aufnahme  von  Eisen  in  die  Bakterienzelle  reguliert  und  es  existieren  in  vielen  Bakterien 
Eisenspeicher‐Proteine  wie  z.B.  das  Bakterioferritin,  die  das  freie  Eisen  in  einer  für  das 
Bakterium nicht‐toxischen Form „verwalten“ (Massover, 1993; Harrison & Lilley, 1989) 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BAKTERIEN EISEN‐BESCHAFFUNG REFERENZEN 
MYKOPLASMEN   
M. pneumoniae Laktoferrin (reversibel) Tryon and Baseman 1987 
M. capricolum Eisen in Zellmembran 
gespeichert 
Bauminger et al., 1980 
HAEMOTROPHE BAKTERIEN   
Bartonella quintana Hämin‐bindende Proteine ( 8, 
membranassoziiert) 
Carroll et al., 2000 
Bartonella birtlesii Häm Transportsystem Nijssen et al., 2009 
Bartonella henselae Hämin, Hämoglobin Sander et al., 2000 
GRAM‐POSITIVE BAKTERIEN   
Bacillus subtilis 
Siderophore (Bacillibactin) 
Xenosiderophore (Petrobactin, 
B. cereus) 
May et al., 2001; Ollinger 
2006; Schneider et al.,1993 
Staphylococcus aureus 
 
Siderophore (Staphyloferrin A / 
B), Häm Eisen Aufnahmesystem 
Konetschny‐Rapp et al., 1990; 
Haag et al., 1994; E.P Skaar et 
al.,2004 
GRAM–NEGATIVE BAKTERIEN   
Fluoreszierende Pseudomonas 
3 Häm Aufnahmesysteme, 
Siderophore (Pyoverdine und 
sekundäre Siderophore) 
Xenosiderophore 
Ochsner et al., 2000; Schalk et 
al., 2002; Greenwald et al., 
2007; Imperi et al. ,2009; 
Bodilis et al.,2009 
Acinetobacter baumannii Siderophore (Acinetobactin), 
Hämin 
Dorsey et al.,2004; 
Yamamoto et al.,1994 
Actinobacillus 
pleuropneumoniae 
Transferrin, Hämoglobin, Hämin Deneer et al. ,1989; Gonzalez 
et al.,1992 
Pathogene Neisseria 
Xenosiderophore, Transferrin, 
Häm, Hämoglobin 
West and Sparling, 1985; 
Gray‐Owen and 
Schryvers,1996; Dyer et al., 
1987  
 
Tabelle 2:  Übersicht über bakterielle Eisenakquirierungssysteme 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1.6.1  Siderophor‐abhängige Eisen‐Aufnahme 
Siderophore (griech.: sideros = Eisen, phorein = tragen) werden von Bakterien gebildet. Sie 
sind kleine Moleküle mit einer Grösse von 400‐1000 Da, die mit hoher Affinität Fe(III) binden 
(Braun et al., 1998; Earhart, 1996). Siderophore werden bei Fe‐Mangel gebildet und an die 
Umgebung abgegeben. Sie sind  in der  Lage Fe(III) aus unlöslichen Komplexen oder aus Fe‐
bindenden Wirtsproteinen wie Transferrin und Laktoferrin zu entfernen und zu binden. Die 
Bindung  erfolgt  als  Chelat‐Komplexe.  Danach  binden  die  Siderophore‐Eisen‐Komplexe  an 
spezifische  Rezeptoren  auf  der  Bakterien‐Oberfläche  und  die  Zelle  nimmt  diese 
energieabhängig  über  hochspezialisierte  Transportsysteme  auf.  Im  Zytoplasma  wird  Eisen 
freigesetzt  und  verwertet.  Die  Expression  von  Siderophoren  sowie  der  korrespondierende 
Rezeptoren  wird  über  die  Eisen‐Verfügbarkeit  reguliert  (Guerinot,  1994).  Aufgrund  der 
funktionellen  Gruppen  innerhalb  der  Siderophor‐Moleküle  unterscheidet  man  zwei 
chemischen  Klassen  (Guerinot,  1994;  Litwin  &  Calderwood,  1993;  Earhart,  1996):  die 
Catecholate  (z.B.  Enterobactin  und  Salmochelin)  und  die  Hydroxamate  (z.B.  Aerobactin, 
Ferrichrom und Ferrioxamin). Das Catecholat Enterobactin findet man bei einer Vielzahl von 
Mitgliedern  der  Familie  Enterobacteriaceae.  Das  Hydroxamat  Aerobactin  ist  mit  der 
Invasivität von Escherichia  coli  und Shigella  flexneri  assoziiert  (Mietzner and Morse, 1994). 
Bei  gramnegativen  Bakterien  weiss  man,  dass  bei  Eisenmangel  komplexe  Rezeptor‐  und 
Transportsysteme  für diese Siderophore  zum  Zug kommen. Daran binden entweder  selbst 
produzierte  Siderophore  oder  Siderophore,  die  von  anderen  Bakterienarten  synthetisiert 
wurden. Nach  der  Bindung  an  Rezeptoren  ändert  sich  in  der  Regel  die    Konformation  der 
Siderophore, um die Internalisation der Liganden zu ermöglichen. Der Eisen‐Transport durch 
die  äussere  Membran  ist  energieabhängig  (Guerinot,  1994),  der  Transport  durch  die 
Cytoplasma‐Membran  erfolgt  über  ABC‐Transporter  (Stintzi  et  al.,  2000).  Der  genaue 
Mechanismus,  der  im  Cytoplasma  das  Eisen  aus  den  importierten  Fe(III)‐Siderophor‐
Komplexen  freisetzt,  ist  nicht  aufgeklärt.  Eine  mögliche  Erklärung  ist  die  enzymatische 
Reduktion von Fe(III) zu Fe(II), das dann wegen der niedrigeren Affinität aus dem Komplex 
freigesetzt  wird.  (Guerinot,  1994).  So  besitzt  zum  Beispiel  E.  coli  eine  Ferri‐Siderophor‐
Reduktase, die die Reduktionsreaktion katalysiert. 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1.6.2  Direkte Eisenaufnahme aus Wirtsproteinen 
Verschiedene Bakterien  können Hämin  und Hämoglobin  sowie  Transferrin  und  Laktoferrin 
als Eisenquelle nutzen (Guerinot, 1994). Dieser Mechanismus der Eisen‐Gewinnung ist häufig 
mit einer hohen Wirtsspezifität verbunden (Weinberg, 2009). Bakterien, die auf diese Weise 
Eisen  aus  Hämin  aufnehmen  sind  z.B.  die  pathogenen  Bakterien  Yersinia  pestis,  Y. 
enterocolitica  und  Vibrio  cholerae  (Perry,  1993;  Stoebner  and  Payne,  1988).  Andere 
Bakterien wie  z.B. Neisserien, Haemophilus  influenzae  können Transferrin  oder  Laktoferrin 
direkt  als  Eisenquelle  nützen  (Otto  et  al.,  1992).  Um  aus  Eisen‐bindenden Wirtsproteinen 
Eisen aufzunehmen  ist ein direkter Kontakt zur Bakterienzelle notwendig. Meistens binden 
z.B. Transferrin oder Laktoferrin an einen Rezeptor auf den Bakterien. Für Neisserien wurden 
zum  Beispiel  zwei  Transferrin‐bindende  Proteine,  das  Tbp1  und  das  Tbp2,  und  zwei 
Laktoferrin‐bindende  Proteine,  das  Lbp1  und  Lpb2,  identifiziert,  die  sich  in  der  äusseren 
Membran der Bakterien befinden (Guernot, 1994).  In der Regel sind diese Transferrin‐ und 
Laktoferrin‐Rezeptoren  streng  spezifisch  für  die  jeweiligen  Eisentransportproteine  des 
jeweiligen natürlichen Wirts (Schryvers & Gonzales, 1990; Gerlach et al., 1992).  
 
1.6.3  Eisenbindende Proteine bei Mykoplasmen 
Über  Eisen  bindende  Proteine  bei  Mykoplasmen  weiss  man  bislang  sehr  wenig.  Die 
Arbeitsgruppe  von  Tyron  und  Baseman  (1987)  konnten  nachweisen,  dass M.  pneumoniae 
spezifisch  an  Laktoferrin  bindet,  M.  genitalium  dagegen  nicht.  Beide  Bakterienspezies 
banden  sich  nicht  an  Transferrin.  Diese  Bindung  von  M.  pneumoniae  an  Laktoferrin  ist 
deshalb  so  interessant, da  Laktoferrin von  sekretorischen Zellen muköser Oberflächen  z.B. 
im  Respirationstrakt  (i.  e.  dem  Habitat  von  M.  pneumoniae)  sezerniert  wird  (Aisen  & 
Listowski,  1980;  Bezkorovainy,  1981). Welche  Rolle  die  Fähigkeit,  Eisen  aus  Laktoferrin  zu 
mobilisieren,  für  die  Virulenz  von  M.  pneumoniae  spielt,  ist  unklar.  Auch  apathogene 
Mutanten  von M.  pneumoniae  sind  in  der  Lage,  Laktoferrin  in  vitro  zu  binden  (Tyron  & 
Baseman, 1987). 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1.6.4  Eisenbindende Proteine bei Erythrozyten‐assoziierten Bakterien 
Neben  den  haemotrophen  Mykoplasmen  parasitieren  auch  Bartonellen  Erythrozyten.  Sie 
sind fähig, in Erythrozyten einzudringen und sich darin zu vermehren (Seubert et al., 2002). 
Für ein Wachstum  in  vitro benötigen Bartonellen entweder Blut,  Erythrozyten oder Hämin 
Zusätze (Carroll et al., 2000). Tatsächlich besitzt Bartonella quintana, der Erreger des Trench 
Fiebers, den größten, bisher bekannten  in  vitro Hämin‐Bedarf  für ein Bakterium.(Carroll  et 
al.,  2000).  Für B. quintana konnten Hämin‐bindende  Proteine  identifiziert werden,  die mit 
hoher  Affinität  Hämin  binden  und  zum  Teil  auf  der  Oberfläche  der  äusseren  Membran 
lokalisiert sind(Carroll et al., 2000). Ausserdem konnte am Beispiel von B. quintana genetisch 
ein  vollständiges  Hämin‐Aufnahmesystem  nachgewiesen  werden.  Es  besteht  aus  einem 
Häminrezeptor,  einem  Hämin‐ABC‐Transportsystem  sowie  einem  Hämin‐Speicherenzym 
(Parrow et al.,  2009). Die Eigenschaft  von Bartonellen, Eisenquellen  zu verwerten,  spiegelt 
also offensichtlich in besonderer Weise die biologische Nische bzw. den Lebenszyklus dieser 
Bakterien wider. 
 
1.7  Ziel der Arbeit 
Die Verfügbarkeit von Eisen spielt für das Überleben und die Vermehrung von Bakterien im 
Wirtsorganismus eine Schlüsselrolle. Daneben sind Eisenstoffwechsel‐Systeme von Bakterien 
häufig mit der Virulenz assoziiert. Für M. suis und alle anderen haemotrophen Mykoplasmen 
ist bislang nicht bekannt, ob und welche Eisen‐Akquirierungsmechanismen vorhanden sind 
und  benützt werden. Die  vorliegende Arbeit  beschäftigt  sich  daher mit  der  Identifizierung 
von potentiellen Transferrin‐, Hämoglobin‐ und Hämin‐bindenden Proteinen. 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2  Material und Methoden 
 
2.1  Mycoplasma suis‐Isolate 
Die M.  suis‐Isolate  stammen  aus  dem  Betrieb  der  Klinik  für  Schweine  an  der  Universität 
München. Dort wurde Schweinen aus Betrieben,  in denen wegen des klinischen Bildes der 
Verdacht  auf  Eperythrozoonose  bestand,  Blut  entnommen.  Quantitative  LightCycler  PCR 
(Hoelzle  et  al.,  2007)  ermöglichten  den Nachweis  der M.  suis‐Infektionen. Die  Forscher  in 
München übertrugen das Blut  von M. suis‐positiven Tieren auf  splenektomierte Schweine. 
Sie  kontrollierten  den  klinischen  Status  der  Tiere  täglich,  der M.  suis‐Status  wöchentlich, 
indem sie einen Akridin‐Orange gefärbten Blutausstrich mikroskopisch beurteilten und einen 
quantitativen LightCycler PCR durchführten.  
 
2.2  Aufreinigung von Antigenen aus Schweineblut  
Material: 
• Alsever‐Lösung (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• PBS‐Lösung (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Bradford Protein Quantifizierungskit (BioRad, Reinach, Schweiz) 
 
Als  die  klinischen  Symptome  am  stärksten  ausgeprägt  waren  und  die  mit  Akridinorange 
gefärbten  Blutausstriche  eine  hohe M.  suis‐Dichte  aufwiesen,  wurde  den  Tieren  abhängig 
vom  Gewicht  bis  zu  200  ml  Blut  entnommen.  Das  Blut  wurde  in  50  ml  Polypropylen‐
Röhrchen  im Verhältnis 1:1 mit Alsever‐Lösung vermischt und somit ungerinnbar gemacht. 
Anschliessend wurde das Blut 20 min bei 500 x g (Labofuge 400, Heraeus) zentrifugiert und 
das Plasma entnommen. Dann wurde  das Plasma 2 h bei 20000 x g, bei 4  °C  zentrifugiert 
(Sorvall  RC  6  Plus,  Rotor  SS34,  Heraeus).  Das  Pellet  wurde  zweimal  mit  PBS  gewaschen 
(Resuspension  und  Zentrifugation)  und  anschliessend  in  1  ml  PBS  resuspendiert.  Die 
Lagerung erfolgte bei ‐80 °C. Unter gleichen Bedingungen wurde Blut von M. suis‐negativen 
Schweinen  aufgereinigt  und  als  Kontrolle  für  die  weiteren  Versuche  verwendet.  Die 
Konzentration  der  Antigene  wurde  mittels  Bradford  Protein‐Quantifizierungskit  nach 
Angaben des Herstellers ermittelt. 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2.3  Expression und Aufreinigung des rekombinanten MSG1 
Material: 
• M9 Salzlösung: 85.2 mM NaCl, 422 mM Na2HPO4, 220 mM KH2PO4, 187 mM NH4Cl, pH 7.4 
• RM‐Medium:   20 g Casaminoacids (Becton Dickinson), 10 ml Glycerol 99%, ad 880 ml mit A. 
bidest  auffüllen,  autoklavieren,  dann  sterile  Zugabe  von  1  ml  1  M  MgSO4,  10  ml  20%ige 
Glucose, 100 ml M9Salzlösung, 1 ml Ampicillin (100 mg/ml) 
• Arabinose, 20 %ig (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• PBS‐Lösung (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Resuspendierpuffer : PBS, 20 mM Imidazol 
• Elutionspuffer: PBS, 400.0 mM Imidazol 
• Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences, Otelfingen, Schweiz) 
• Nickelsulfat‐Lösung, NiSO4, 0.2 M 
• Bradford Protein Quantifizierungskit (BioRad, Reinach, Schweiz) 
 
Mit 2 ml einer frischen Übernachtkultur von E. coli_pBad_MSG1 wurden 200 ml RM‐Medium 
beimpft  und  bei  37°C  bis  zu  einer  optische  Dichte  OD600  von  0.6  inkubiert.  Die 
Proteinexpression wurde  durch  die  Zugabe  von  Arabinose  (Endkonzentration  von  0.02 %) 
induziert und die Kulturen weitere 3 h geschüttelt. Anschliessend wurden die Bakterien 10 
min mit 6500 x g bei 4°C zentrifugiert (Sorvall RC 6 Plus, Rotor Heraeus HFA 12.500). 
Um  die  Proteine  durch  Metall‐Affinitätschromatographie  aufzureinigen,  wurde    Chelating 
Sepharose Fast Flow verwendet, die mit Ni2+‐Ionen gekoppelt waren. Ni2+‐Ionen binden mit 
hoher  Affinität  an  die  mit  dem  rekombinanten  Protein  exprimierten  sechs  Histidin‐Reste 
(6xHis).  Die  Elution  erfolgt mit  Imidazol,  da  Imidazol  aufgrund  seiner  homologen  Struktur 
6xHis  kompetitiv  aus  der  Bindung  verdrängt.  Chelating  Sepharose  (1 ml)  wurde  nach  den 
Weisungen des Herstellers unter Verwendung von NiSO4‐Lösung mit Ni
2+ gekoppelt.  
Für die Aufreinigung wurde das Bakterienpellet mit 20 ml Resuspendierpuffer resuspendiert 
und anschliessend auf Eis beschallt (Ultrasonic Processor; Vibra cell, Merck). Die Suspension 
wurde dann zentrifugiert (30 min, 4°C, 26.000xg; Sorvall RC 6 Plus, Rotor SS34, Heraeus). Der 
Überstand  wurde  mit  der  Ni2+‐gekoppelt  Sepharose  vermischt  und  1  h  auf  Eis  unter 
Schütteln  inkubiert.  Danach  wurden  die  Proben  bei  Raumtemperatur  3  min  mit  500xg 
zentrifugiert,  die  Sepharose  drei  Mal  mit  20  ml  Resuspendierpuffer  gewaschen  und  die 
Proteine in 3x1 ml Fraktionen mit Elutionspuffer eluiert. Als Kontrolle wurden rekombinante 
E.  coli_pBadMycHis  (ohne  Insert)  in  gleicher  Weise  mitgeführt.  Die  Konzentration  der 
rekombinanten  Proteine  wurde  mit  einem  Bradford  Protein‐Quantifizierungskit  nach 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Angaben des Herstellers ermittelt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proteine bei  ‐
80°C gelagert. 
2.4  Biotinylierung von Proteinen 
Material: 
• Biotin Labeling Kit (Roche, Rotkreuz, Schweiz) 
• PBS (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Proteine: Porcines Transferrin (First Link, (UK) Ltd)         
      Humanes Transferrin (Sigma, Buchs, Schweiz) 
        Porcines Hämoglobin (Sigma, Buchs, Schweiz) 
        Porcines Hämin (Sigma, Buchs, Schweiz) 
 
Vor jeder Markierungsreaktion wurde die Biotin‐7‐NHS‐Lösung mit DMSO entsprechend den 
Angaben  des  Herstellers  frisch  angesetzt.  1  mg  des  Proteins  (i.e.  rekombinantes  MSG1, 
porcines, humanes und Kaninchen‐Transferrin) wurden in 2 ml PBS gelöst. Dann wurde 5.7 
µl  Biotin  (=  0.114  mg  Biotin)  dazugeben  und  die  Lösung  2  h  bei  Raumtemperatur  unter 
leichtem  Rühren  in  einem‐Erlenmeyerkolben  inkubiert.  Um  überschüssiges  Biotin  zu 
entfernen  wurde  anschliessend  eine  Säulenaufreinigung  (Gelfiltration,  Sephadex  G‐25) 
durchgeführt.  Zunächst  wurden  unspezifische  Bindungsstellen  der  Säulenmatrix  durch  die 
Zugabe  von  5 ml  Blockingpuffer  geblockt  und  die  Säule  anschliessend  sechs Mal mit  PBS 
gewaschen.  Der  Reaktionsansatz  der  Biotinylierung  wurde  auf  die  Säule  aufgetragen.  Die 
Elution des Proteins erfolgte mittels PBS in 10 Fraktionen mit jeweils 0.5 ml. 
 
2.5  Dot Blot zur Überprüfung der Biotinylierung 
Material: 
• Protran Nitrocellulose‐Transfermembran, Porengrösse 0,45 μm (Schleicher & Schuell, 
Riehen, Schweiz) 
• TBS: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5  
• TBS‐Tween: TBS mit 0,05% Tween 20  
• Blocking‐Puffer: TBS + 2% Magermilchpulver (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Streptavidin‐POD‐konjugiert (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Entwickler‐Lösung A: 60 mg 4‐Chloro‐1‐naphthol (Sigma, Buchs, Schweiz), 20 ml Methanol, 
eiskalt 
• Entwickler‐Lösung B: 100 ml TBS, eiskalt, 60 μl H2O2 (Sigma, Buchs, Schweiz) 
 
Um die Biotinylierungsreaktion zu überprüfen wurde jeweils 1 µl jeder Proteinfraktion nach 
Elution  von  der  Sephadex  G‐25‐Säule  auf  eine  Nitrocellulose‐Membran  getropft.  Die 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Membran  wurde  luftgetrocknet  und  anschliessend  für  1h  bei  Raumtemperatur  in 
Blockingpuffer auf einem Laborschüttler geschwenkt. Danach wurde zwei Mal für 10 min mit 
TBS gewaschen. Dann wurde die Membran für 2h bei Raumtemperatur mit Streptavidin‐POD 
(1:500  in Blockingpuffer)  inkubiert, danach  je zwei Mal  für 10 min mit TBS‐Tween und TBS 
gewaschen  und  die  Farbreaktion  im  Entwickler  (Entwickler  A  und  B,  kurz  vor  Gebrauch 
gemischt) innerhalb von 20 bis 30 min sichtbar gemacht.  
 
2.6  SDS‐Polyacrylamid‐Gelektrophorese  
Material: 
• Mini‐Protean 3 Elektrophorese‐System (Biorad, Reinach, Schweiz) 
• Acrylamid‐/Bisacrylamid‐Lösung 30 %, 37,5:1 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
• Trenngel‐Puffer: 1,88 M Tris, pH 8.8 
• Sammelgel‐Puffer: 0.50 M Tris, pH 6.8 
• Probenpuffer (5x): 18.4 ml A. bidest., 4.0 ml Sammelgel‐Puffer, 3.2 ml Glycerol, 3.2 ml SDS, 
10%, 1.6 ml Bromphenolblau, 1% 500 μl β‐Mercaptoethanol 
• Laufpuffer: 0.03 M Tris, 0.23 M Glycin, 0.08% SDS 
• Prestained Protein Marker (BioLabs, Allschwil, Schweiz) 
• TEMED (BioRad, Reinach, Schweiz) 
• Ammoniumpersulfat 10%  
• Trenngel: 1.7 ml Acrylamid/Bisacrylamidlösung, 1.0 ml Trenngel‐Puffer, 1.0 ml SDS,   0,5%, 
1.3 ml A. bidest., 10 μl Temed, 40 μl Ammoniumpersulfat 
• Sammelgel:0.33 ml Acrylamid/Bisacrylamidlösung, 0.40 ml Sammelgel‐Puffer, 0.40 ml SDS, 
0,5%, 0.87 ml A. bidest., 10 μl Temed, 10 μl Ammoniumpersulfat 
 
Die  Trenngel‐Lösung  wurde  gemischt,  mit  einer  Glaspipette  bis  zu  einer  Höhe  von  5 cm 
zwischen zwei Glasplatten gefüllt und mit 96% Ethanol überschichtet. Die Polymerisation des 
Gels war nach 1 h abgeschlossen. 
Das Ethanol wurde vom Trenngel abgegossen, das Sammelgel eingefüllt und der Kamm zur 
Bildung  der  Probentaschen  eingesetzt.  Die  Polymerisationszeit  des  Sammelgels  betrug 
30 min. Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer (5x) vermischt und 10 min gekocht. Für 
die  Elektrophorese  wurde  das  Lämmli‐Puffersystem  (Lämmli,  1970)  verwendet.  Pro 
Geltasche  wurden  1 µg  Protein  bzw.  Kontrollpräparation  aufgetragen.  Die 
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V für ca. 35 min. In jedem Lauf wurde der 
Molekulargewichtsstandard mitgeführt.  
  23 
Die  Visualisierung  der  Proteinbanden  erfolgte  durch  eine  Färbung mit  Coomassie. Das Gel 
wurde  zunächst  fixiert  und  anschliessend  über  Nacht  bei  RT  in  Färbelösung  auf  dem 
Laborschüttler  (Platform Shaker STR6, Stuart Scientific)  inkubiert. Danach wurde das Gel  in 
Aqua bidest. entfärbt.  
Um  eine  höhere  Sensitivität  zu  erreichen,  wurden  Gele  mittels  Silver  Stain  Kit  (BioRad, 
Reinach, Schweiz) nach Angaben des Herstellers gefärbt.  
Ausgewählte Banden wurden aus  colloidal Coomassie‐gefärbten Gelen ausgeschnitten und 
anschliessend einer Peptidmassen‐Fingerprintanalyse (MALDI‐TOF‐MS) bei der Firma Toplab, 
Martinsried, Deutschland unterzogen. 
 
2.7  Ligandenblot 
Material: 
• Transferkammer: Mini Trans‐Blot Cell‐System (Biorad, Reinach, Schweiz) 
• Protran Nitrocellulose‐Transfermembran, Porengrösse 0,45 μm (Schleicher & Schuell, 
Riehen, Schweiz) 
• Gel‐Blotting‐Filterpapier (Schleicher & Schuell, Riehen, Schweiz) 
• Transfer‐Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol 
• TBS: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5  
• TBS‐Tween: TBS mit 0,05% Tween 20  
• Blocking‐Puffer: TBS + 2% Fötales Kälberserum (Biochrom, Berlin, Deutschland) 
• Streptavidin‐POD‐konjugiert (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Entwickler‐Lösung A: 60 mg 4‐Chloro‐1‐naphthol (Sigma, Buchs, Schweiz), 20 ml Methanol, 
eiskalt 
• Entwickler‐Lösung B: 100 ml TBS, eiskalt, 60 μl H2O2 (Sigma, Buchs, Schweiz) 
 
Die  in  der  SDS‐PAGE  elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine  wurden  im  Semidry‐
Verfahren auf die Nitrozellulosemembran übertragen. Dazu wurde das Gel zunächst kurz im 
Transferpuffer  äquilibriert,  und  mit  Whatman‐Filterpapier  und  Nitrozellulosemembran 
(angefeuchtet  mit  Transferpuffer)  in  das  Semidry‐Blottinggerät  (TransBlot,  BioRad) 
entsprechend den Angaben des Herstellers eingelegt. Der Transfer erfolgte bei 10 Volt, 30 
min.  
Anschliessend wurden die Membranen 1 h in Blockingpuffer bei Raumtemperatur  inkubiert 
und dann zweimal 10 min  in TBS gewaschen. Die Membranen wurden über Nacht mit den 
biotinylierten  Proteinen  (1:500  in  Blockingpuffer  verdünnt)  auf  dem  Schüttler  (Platform 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Shaker  STR6,  Stuart  Scientific)  inkubiert.  Nach  Waschen  in  TBS  (3  Mal,  10 min  bei 
Raumtemperatur)  wurden  die  Membranen  in  verdünntem  POD‐konjugierten  Streptavidin 
(1:250  in  Blockingpuffer)  2 h  bei  Raumtemperatur  auf  dem  Schüttler  inkubiert. 
Anschliessend wurden die Membranen  je  zweimal  für 10 min bei Raumtemperatur  in  TBS‐
Tween und TBS gewaschen. Die  Entwicklung erfolgte  in  dem Gemisch aus den Entwickler‐
Lösungen A  und B  für  20‐30 min. Danach wurden  die Membranen mehrmals  in  A.  bidest. 
gewaschen  und  zwischen  zwei  Filterpapieren  getrocknet.  Die  Auswertung  der  Grösse  der 
detektierten Bande erfolgte mit Hilfe des BioProfil‐Bildanalysesystems (Fröbel, Wasserburg, 
D). 
 
2.8  Koppelung von Proteinen an HiTrap NHS‐aktivierte Säulen 
Material: 
• HiTrap NHS‐aktivierte Säulen (GE Health Care, Amersham, England) 
• Porcines Transferrin (First Link, Birmingham, England) 
• Porcines Hämoglobin (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Porcines Hämin (Sigma, Buchs, Schweiz) 
 
Porcines  Transferrin,  Hämoglobin  und  Hämin  wurden  entsprechend  den  Angaben  des 
Herstellers  an  die  NHS‐gekoppelten  Säulen  gebunden.  Anschliessend  wurde  M.  suis‐
Präparationen  und  negative  Blutpräparationen  auf  die  Säule  aufgetragen  und  gewaschen. 
Die Elution erfolgte durch Puffer mit pH‐Werten  im sauren Bereich (Elutionspuffer mit pH‐
Werten von 6.5, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, und 2.0). Die Elutionsfraktionen wurden einzeln in 1.5 ml 
Reaktionsgefässen  aufgefangen  und  im  SDS‐PAGE  mit  anschliessender  Coomassie‐  und 
Silberfärbung analysiert. Wenn keine Proteinbanden  in den Gelen  sichtbar waren, wurden 
die  Protein‐Fraktionen  mit  1:3  mit  eiskaltem  Aceton  (100%)  über  Nacht  bei  4°C  gefällt. 
Anschliessend wurde bei 20000xg 90 min zentrifugiert. Die Pellets wurden getrocknet und in 
PBS gelöst und so im SDS‐Polyacrylamidgel analysiert. 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2.9  Transferrin‐Bindungs‐ELISA  
 
Material: 
• 96‐Loch‐Mikrotiterplatten (Microlon, Greiner, Nürtingen, Deutschland) 
• Coating‐Puffer:  5.0 mM Na2CO3, 34.8 mM NaHCO3, 3.0 mM NaN3, pH 9.6 
• Blockingpuffer :PBS pH 7.4 (Sigma, Buchs, Schweiz), 1% Proteose‐Pepton (Brunschwig, Basel, 
Schweiz) 
• Verdünnungspuffer: PBS pH 7.4 (Sigma, Buchs, Schweiz), 0.5% Proteose‐Pepton, 0.05% 
Tween 20  
• Waschpuffer: PBS pH 7.4, 0.05% Tween 20  
• Streptavidin‐POD‐konjugiert (Sigma, Buchs, Schweiz) 
• Substrat: 0.73 mM ABTS (2,2‐Azino‐di [3‐ethyl‐Benzthiazolinsulfat]; Roche), 100 mM Zitrat‐
Phosphat‐Puffer, pH 4.2, 2 mM H2O2 
 
Porcines und humanes Transferrin wurden  in Coating‐Puffer auf eine Konzentration von 50 
µg/ml eingestellt. In die Mikrotiterplatten wurden 100 µl Verdünnungspuffer vorgelegt. Die 
erste  Reihe  (Löcher  A  bis  H)  bis  wurde  mit  100  µl  Transferrin  pro  Vertiefung  beschickt, 
anschliessend  im  log2  titriert  und  1  h  bei  Raumtemperatur  auf  einem  Plattenschüttler 
geschüttelt  sowie  über  Nacht  bei  4°C  inkubiert.  Danach  wurden  die  Platten  mit  einem 
automatischen  Waschgerät  (Tecan,  Männedorf,  CH)  gewaschen.  Alle  weiteren 
Inkubationsschritte  wurden  bei  Raumtemperatur  1 h  auf  einem  Plattenschüttler 
durchgeführt  und  zwischen  den  Inkubationsschritten  wurden  die  Platten  gewaschen.  Zur 
Verhinderung von unspezifischen Reaktionen wurde mit 200 µl Blockingpuffer inkubiert. Das 
biotinylierte  rekombinante MSG1 wurde  in  einer  Konzentration  von  50 µg/ml  in  die  erste 
Reihe (Löcher 2 bis 12) und im log2 titriert. Das Streptavidin‐Konjugate (1:2000 verdünnt in 
Verdünnungspuffer) wurde mit  100  µl/Vertiefung  eingesetzt. Nach  1  h  Inkubation wurden 
nach  dem  Waschen  100  µl  Substrat  zugegeben  und  30  min  inkubiert.  Ein 
computergesteuerter Mikroplattenleser  (Tecan, Männedorf,  CH)  lieferte  die OD‐Werte  bei 
405 nm. 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3  Ergebnisse 
 
3.1  Ligandenblot‐Analysen  zur  Identifizierung  von  Transferrin‐,  Hämoglobin‐  und 
Hämin‐bindenden Proteinen. 
Um  putative  Transferrin‐,  Hämoglobin‐  und  Hämin‐bindende  Proteine  von  M.  suis  zu 
identifizieren  wurde  die  Methode  des  Ligandenblots  verwendet.  Dabei  wurden  Antigen‐
Präparationen  von  M.  suis‐Isolaten  nach  elektrophoretischer  Auftrennung  im  SDS‐
Polyacrylamidgel  und  Transfer  auf  Nitrozellulose‐Membranen mit  biotinyliertem  porcinem 
Transferrin, Hämoglobin und Hämin inkubiert. Die Biotinylierung der Proteine wurde im Dot 
Blot‐Verfahren überprüft (Abbildung 5).  
Im  anschliessenden  Ligandenblot  reagierte  das  porcine  Transferrin  in  der  M.  suis‐
Antigenpräparation mit einer 54.5 kDa‐Bande und einer 39.0 kDa‐Bande (Abbildung 6a).  In 
der  negativen  Kontrollpräparation  reagierte  das  porcine  Transferrin  mit  einer  39.0  kDa‐
Bande (Abbildung 6a). Porcines Hämoglobin reagierte in der M. suis‐Antigenpräparation mit 
einer  25.5  kDa‐Bande,  in  der  negativen  Kontrollpräparation  war  keine  Bindung  sichtbar 
(Abbildung 6b). Porcines Hämin reagierte in der M. suis‐Antigenpräparation mit zwei Banden 
mit der Grösse von 37.0 und 32.0 kDa (Abbildung 6c). Mit der negativen Kontrollpräparation 
war keine Reaktion vorhanden. Die Banden bei 39.0 kDa (Transferrin‐Blot), 37.0 kDa (Hämin‐
Blot) und 25.5 kDa (Hämoglobin‐Blot) waren  im korrespondierenden, Coomassie‐gefärbten 
SDS‐Polyacrylamidgel  eindeutig  ansprechbar  und  wurden  daher  für  weitere 
massenspektrometrischen Analysen (i.e. Peptidmassen‐Fingerprintanalysen) ausgewählt. Die 
Proteinbanden  wurden  nach  Reduktion  der  Cystin  und  Carbamidomethylierung  der 
Sulfhydrylgruppen im Gel mit der Endopeptidase Trypsin verdaut und die erhaltenen Peptide 
mit Maldi‐TOf‐MS  vermessen. Die Datenbanksuche mit  den  Peptidmassen  gegen  die NCBI 
Datenbank  (www.ncbi.nlm.nih.gov/)  führte  für die 39.0 kDa‐Bande zu einer  Identifizierung 
des  Proteins  als  porcines  Fibrinogen  gamma.  Die  37.0  kDa‐Bande  konnte  als  porcines 
Fibrinogen  beta,  die  25.5  kDa  Bande  als  porcines  Fibrinogen  A  alpha  Chain  identifiziert 
werden. 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3.2  Analysen  zur  Identifizierung  von  Transferrin‐, Hämoglobin‐  und Hämin‐bindenden 
  Proteinen mittels NHS‐Sepharose‐gekoppelter Säulen 
 
Im  nächsten  Schritt  wurden  Transferrin‐  Hämoglobin‐  und  Hämin‐gekoppelte  Sepharose‐
Säulen verwendet, um putative Transferrin‐, Hämoglobin‐ und Hämin‐bindende Proteine von 
M. suis zu identifizieren. M. suis‐Präparationen wurden auf diese Säulen aufgetragen, nicht 
gebundene  Proteine  weggewaschen  und  anschliessend  die  gebundenen  Proteine  mittels 
Elutionspuffer mit erniedrigtem pH‐Wert  (pH <  6.0) eluiert. Analoge Versuche wurden mit 
negativen  Kontrollpräparationen  durchgeführt.  Nach  der  Analyse  im  SDS‐Polyacrylamidgel 
konnten von den mit Transferrin gekoppelten Sepharosesäulen aus der M. suis‐Präparation 
Banden mit der Grösse von 72.2 und 57.0 kDa eluiert werden, die in den Kontrollversuchen 
nicht sichtbar waren (Abbildung 7a). In den Versuchen mit Hämoglobin‐gekoppelten Säulen 
wurden aus der M. suis‐Präparation eine Proteinbande mit 41.0 kDa identifiziert, die  in der 
Kontrolle nicht vorhanden war (Abbildung 7b). Von den Hämin‐gekoppelten Säulen wurden 
aus der M.  suis‐Präparation Banden mit der Grösse von 59.5  und 54.5 kDa eluiert.  In den 
Versuchen  mit  den  negativen  Kontrollpräparationen  waren  keine  Banden  sichtbar 
(Abbildung  7c).  Mittels  anschliessender  Peptidmassen‐Fingerprintanalyse  konnte  die  54.5 
kDa Bande eindeutig als porcines Immunglobulin G (schwere Kette), die 59.5 kDa‐Bande als 
Fibrinogen und die 41.0 kDa‐Bande porcines Aktin identifiziert werden.  
 
3.3  Analyse der Transferrin‐bindenden Eigenschaften von M. suis MSG1 
MSG1  ist  ein  oberflächenständiges  Adhäsionsprotein  von M.  suis,  das  Eigenschaften  und 
Funktion einer Glyceraldehyd‐3‐Phosphat‐Dehydrogenase (GAPDH) aufweist  (Hoelzle et al., 
2007).  Für  andere  Bakterien,  insbesondere  für  Staphylokokken,  ist  bekannt,  dass 
oberflächenständiges  GAPDH  die  Fähigkeit  besitzt,  an  humanes  Transferrin  zu  binden 
(Modun  &  Williams,  1999;  Modun  et  al.,  2000).  Um  zu  untersuchen,  ob  M.  suis  MSG1 
porcines  Transferrin  bindet,  wurde  das  MSG1  zunächst  rekombinant  in  Escherichia  coli 
hergestellt  und  anschliessend  biotinyliert.  Die  Biotinylierung wurde  im Dot  Blot‐Verfahren 
überprüft.  In  Ligandenblot‐  und  ELISA  Untersuchungen  wurde  geprüft,  ob  sich  MSG1  an 
porcines  Transferrin  binden  kann.  Abbildung  8  zeigt,  dass  im  Ligandenblot M.  suis  MSG1 
deutlich  mit  porcinem  Transferrin  reagiert.  Mit  humanem  Transferrin  war  die  Reaktion 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signifikant  schwächer.  Keine  Reaktionen  konnten  mit  Kaninchen  Hämin  und  Hämoglobin 
nachgewiesen werden. 
Die  ELISA‐Versuche  ergaben,  dass  M.  suis  MSG1  konzentrationsabhängig  mit  porcinem 
Transferrin  reagiert.  Die  Bindung  von  M.  suis  MSG1  war  zudem  abhängig  von  der 
Transferrin‐Konzentration. Zwischen der Bindung von M. suis MSG1 an porcines Transferrin 
und  humanes  Transferrin  konnte  ein  signifikanter  Unterschied  nachgewiesen  werden 
(Abbildung 9). 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3.4   Abbildungen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  5:  Dot  Blot  zur  Überprüfung  der  Biotinylierung.  Reihe  1  und  2  zeigen  die 
Farbreaktionen  des  biotinylierten  Transferrin  mit  Streptavidin,  Reihe  2  und  3  jene  mit 
Hämoglobin, Reihe 5 und 6 jene mit Hämin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6a: Ligandenblot mit Transferrin. Banden: S=Standard; 1=Negative 
Kontrollpräparation; 2,3,4= M.suis Antigenpräparationen; Grössenangaben der Banden in 
kDa 
 
  30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6b: Ligandenblot mit Hämoglobin. Banden: S=Standard; 1=Negative 
Kontrollpräparation; 2,3,4= M.suis Antigenpräparationen; Grössenangabe der Bande in kDa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6c: Ligandenblot mit Hämin. Banden: S=Standard; 1=Negative 
Kontrollpräparation; 2,3,4= M.suis Antigenpräparationen; Grössenangaben der Banden in 
kDa 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Abbildung 7a: Commassie gefärbtes SDS‐Polyacrylamidgel mit gefällten Eluaten von 
Transferrin gekoppelter Sepharose Säule. Banden: S=Standard; 1,2,3,4,5,6=M.suis 
Antigenpräparation. Die Elution erfolgte durch Puffer mit verschiedenen pH Werten, 
Bande(B)1:pH6.5/ B2:pH6/ B3:pH5/ B4:pH4/ B5:pH3/ B6:pH2. Grössenangaben der Banden 
in kDa 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Abbildung 7b: Commassie gefärbtes SDS‐Polyacrylamidgel mit gefällten Eluaten von 
Hämoglobin gekoppelter Sepharose Säule. Banden: S=Standard; 1,2,3=M.suis 
Antigenpräparationen; 4=Negative Kontrollpräparation. Die Elution erfolgte durch einen 
Puffer mit pH2. Grössenangaben der Banden in kDa 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Abbildung 7c: Commassie gefärbtes SDS‐Polyacrylamidgel mit gefällten Eluaten von Hämin 
gekoppelter Sepharose Säule. Banden: S=Standard; 1,2,3=M.suis Antigenpräparationen; 
4=Negative Kontrollpräparation. Die Elution erfolgte durch einen Puffer mit pH2. 
Grössenangaben der Banden in kDa 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Abbildung 8 : Ligandenblot mit biotinyliertem MSG1. Banden: S=Standard, 1=porcines 
Transferrin; 2=kaninchen Transferrin; 3=humanes Transferrin. Grössenangabe der Bande in 
kDa 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Abbildung 9: ELISA‐Versuche. Konzentration abhängige Reaktion von M. suis MSG1 mit 
porcinem Transferrin. Bindung von M. suis MSG1 zudem abhängig von der Transferrin‐
Konzentration. 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4.  Diskussion 
 
Die aktuelle M. suis Forschung legt den Schwerpunkt auf die Aufklärung der verschiedenen 
Interaktionen  zwischen  dem  Wirt  Schwein  und  dem  Bakterium.  Kenntnisse  über  diese 
Interaktionen  sind  wichtig,  um  in  Zukunft  effektive  Massnahmen  zur  Behandlung  und 
Prophylaxe von M. suis‐Infektionen entwickeln zu können. Da der Erreger unkultivierbar  ist 
und die Genomsequenzen noch nicht vollständig aufgeklärt sind, weiss man noch sehr wenig 
über molekulare Mechanismen dieser „host‐pathogen‐interaction“ (Hoelzle, 2008)  
 
Die Fähigkeit,  im Wirtsorganismus an essentielle Nährstoffe und damit auch an verfügbares 
Eisen  zu  gelangen,  ist  eine  Grundvoraussetzung  für  Bakterien,  um  Wirte  infizieren  und 
kolonisieren zu können. Sie steht auch in enger Verbindung mit bakterieller Virulenz.  Viele 
bakterielle  Pathogene  besitzen Mechanismen  und  Systeme  um  lebenswichtiges  Eisen  aus 
Transferrin, Hämin oder Hämoglobin zu akquirieren.  So bindet z.B. Bartonella quintana ein 
ebenfalls  haemotrophes  Bakterium,  Hämin  in  grossen  Mengen  (Carroll  et  al.,  2000), 
 Actinobacillus  pleuropneumoniae  dagegen  besitzt  hochaffine  Rezeptoren  für  porcines 
Transferrin  (Baltes  et  al.,  2002).  Zudem  weiss  man,  dass  Mutanten  von  Actinobacillus 
pleuropneumoniae  und  Neisseria  gonorrhoeae,  die  nicht  in  der  Lage  sind  Transferrin  zu 
binden, avirulent sind (Baltes et al., 2002; Cornelissen et al., 1998). Solche Mutanten stellen 
wichtige Kandidaten für eine Impfstoff‐Entwicklung dar. Somit könnte die Identifizierung von 
Transferrin‐,  Hämin‐,  oder  Hämoglobin‐bindenden  Proteinen  von M.  suis  einen  wichtigen 
Schritt hin zur Entwicklung einer M. suis‐Vakzine sein.  
Zum  jetzigen  Zeitpunkt  liegen  für  M.  suis  keine  Hinweise  vor,  welches  Fe‐speichernde 
Wirtsprotein vom Bakterium benutzt wird, um seine Eisen‐Bedürfnisse zu befriedigen oder 
auf  welche  Weise  Eisen  von  M.  suis  aufgenommen  wird.  Bisher  wurden  keine 
Untersuchungen  zu  diesem  Thema  durchgeführt.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden 
potentielle M.  suis‐Bindungspartner  für  die  drei  im  Blut  vorkommenden  Fe‐speichernden 
Proteine i.e., Hämoglobin, Hämin und Transferrin gesucht. Die drei Fe‐haltigen Wirtsproteine 
Hämoglobin,  Transferrin  und  Hämin wurden  ausgewählt,  da  sie  aufgrund  der  Lokalisation 
von M. suis  im  Schweineblut  als  potentielle  Fe‐Lieferanten  in  Frage  kommen. Hämoglobin 
befindet sich zum überwiegenden Teil  in den Erythrozyten, den Wirtszellen von M. suis, mit 
denen  das  Bakterium  im  engen  Kontakt  steht  (Zachary  &  Basgall,  1985). 
Elektronenmikroskopisch  findet  man  M.  suis  in  tiefen  Einbuchtungen  auf  der 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Erythrozytenoberfläche und ein ca. 15‐30 nm breiter Spalt, der die Bakterien von den roten 
Blutkörperchen  trennt,  ist  sichtbar.  Feine  fibrilläre  Strukturen  binden  M.  suis  an  die 
Erythrozytenmembran  (Messick,  2004;  Zachary & Basgall,  1985).  Es  ist  davon  auszugehen, 
dass M. suis über diesen Kontakt essentielle Nährstoffe bezieht (Hoelzle, 2008). Ausserdem 
ist  inzwischen  bekannt,  dass  gewisse  M.  suis‐Isolate  die  Fähigkeit  zur  Invasion  in  die 
Erythrozyten besitzen (Groebel et al., 2009). Hämin wurde ausgewählt, da bei Bartonellen, 
einer ebenfalls haemotrophen Bakterienspezies, Hämin‐bindende Proteine vorkommen und 
Hämin  für das  in  vitro Wachstum dieser Bakterien essentiell  ist. Bislang wurden z.B.  für B. 
henselae  mindestens  fünf  Membran‐assoziierte  Proteine  gefunden,  die  Hämin  binden 
(Zimmermann  et  al.,  2003).  Transferrin  stellt  das  wichtigste  Fe‐speichernde  Protein  im 
Serum dar.  Es  bindet  freies  Fe(III)  im  Serum  (Guerinot,  1994).  Daher  muss  Transferrin 
ebenfalls als ein potentieller Fe‐Lieferant für haemotrophe Bakterien angesehen werden. 
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene methodische Ansätze verwendet, um potentielle 
Fe‐bindende  M  suis‐Proteine  zu  identifizieren.  Bei  dem  ersten  Ansatz  wurden  M.  suis‐
Präparationen auf Nitrozellulose‐Membranen immobilisiert und potentielle Bindungspartner 
mittels Bindung von Biotin‐markiertem Transferrin, Hämoglobin bzw. Hämin gesucht. Beim 
zweiten  Ansatz  wurden  Transferrin,  Hämoglobin  bzw.  Hämin  an  Sepharose  immobilisiert. 
Anschliessend wurden durch die Bindung von M. suis potentielle Bindungspartner gesucht. 
Beide  Ansätze  führten  jedoch  nicht  zur  Identifizierung  von  M.  suis‐Proteinen.  Vielmehr 
wurden  potentielle  Bindungspartner  bei  den  anschliessenden  massenspektrometrischen 
Analysen immer eindeutig als porcine Proteine identifiziert. Genauer gesagt als porcine, im 
Blut vorkommende Proteine, wie  Immunglobuline, Fibrinogen und Aktin, bei denen es sich 
wahrscheinlich um Verunreinigungen der M. suis‐Präparationen handelt. 
Bei beiden Ansätzen stand als Ausgangsmaterial M. suis‐Zellen zur Verfügung, die aus dem 
Blut  experimentell  infizierter  Tiere  aufgereinigt  wurden.  Trotz  mehrerer  nacheinander 
durchgeführter  differenzierender  Zentrifugationsschritte  (Hall  et  al.,  1988;  Hoelzle  et  al., 
2006) enthalten  so aufgereinigte M. suis‐Präparationen nach wie vor einen  relativ grossen 
Anteil an Schweineproteinen. Dieser Anteil an Wirtsproteinen wurde ersichtlich bei Western 
Blot Studien (Hoelzle et al., 2006) und bei Proteom‐Immunom‐Analysen von M. suis (Hoelzle 
et al., 2007a). Anscheinend reicht die Reinheit des zur Verfügung stehenden Materials nicht 
aus, um mit den angewendeten Methoden interagierenden Proteine zu identifizieren. 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Die  verwendeten Methoden  sind womöglich  auch  fehlgeschlagen, weil  ihre  Sensitivität  zu 
gering ist, um bei den in den Präparationen vorhandenen M. suis Quantitäten bindende M. 
suis‐Proteine  zu  identifizieren.  Aufgrund  der  Ergebnisse  der  von  unserer  Arbeitsgruppe 
durchgeführten  Sequenzierung  des  Gesamtgenoms  von M.  suis  und  der  anschliessenden 
Annotierung ist aber anzunehmen, dass M. suis Fe‐bindende Proteine besitzt (Oehlerking et 
al., 2011). Offensichtlich besitzt M. suis eine Reihe von Transportern, die den Transport von 
Fe  in  die  Zelle  vermitteln.  Vorläufig  identifiziert  wurden  ein  Gencluster,  das  für  einen  Fe‐
Phosphat‐Transporter  codiert,  sowie  Permeasen  für  Hämin  und  Ferrichrom.  Damit  diese 
Transporter  Fe  in  die  Zelle  transportieren  können,  muss  Eisen  vorher  aus  Fe‐bindenden 
Proteinen des Wirts akquiriert werden.  
 
Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir, ob das GAPDH‐homologe Protein MSG1 von M. 
suis hinsichtlich der Fähigkeit der Transferrin‐Bindung eine Rolle spielt. Von anderen GAPDH 
weiss man, dass sie in der Lage sind, an Transferrin/Laktoferrin zu binden. So bindet GAPDH 
von  Typanosoma  brucei  an  bovines  und  humanes  Laktoferrin  und  bovines  Transferrin 
(Tanaka et al., 2004). Für Staphylococcus aureus konnte nachgewiesen werden, dass es sich 
bei einem Transferrin‐bindendes Protein um eine zellwandständige GAPDH handelt (Modun 
& Williams, 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass 
auch  MSG1  von  M.  suis  Transferrin‐bindende  Eigenschaften  besitzt.  Unsere  Versuche 
ergaben,  dass  diese  Bindung  stark  von  der  Konzentration  abhängig  ist.  Interessanterweise 
war  die MSG1‐Bindung  an  humanes  und  Kaninchen‐Transferrin  signifikant  schwächer. M. 
suis  und  auch  andere  haemotrophe  Mykoplasmen  weisen  in  der  Regel  eine  strenge 
Wirtsspezifität  auf  (Hoelzle,  2008).  Eine  spezies‐spezifische Bindung  an  Transferrin  könnte 
ein Grund dafür sein.   
Aufgrund  des  fehlenden  Kultursystems  konnten  die  Bindungsversuche  ausschliesslich  mit 
rekombinantem,  in  Escherichia  coli  hergestelltem  Protein  durchgeführt  werden.  Weitere 
Versuche  mit  MSG1  aus  kultivierten M.  suis  sind  notwendig,  um  diese  Spezies‐Spezifität 
genauer  zu  charakterisieren.  Von  anderen  Mykoplasmen  weiss  man,  dass  aufgrund  der 
relativ kleinen Genomgrössen dieser Bakterien viele Proteine als multifunktionelle Proteine 
fungieren (Yus et al., 2009; Baseman & Tully, 1997). Bei M. suis  ist das Vorhandensein von 
multifunktionellen  Proteinen  bisher  nur  für  MSG1  nachgewiesen.  In  seiner  Funktion  als 
GAPDH  ist  MSG1  im  Cytoplasma  ein  Schlüsselenzym  im  Kohlenhydratstoffwechsel  und 
ebenso  als  Oberflächen‐lokalisiertes M.  suis‐Protein  an  der  Adhärenz  von M.  suis  an  die 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Erythrozyten‐Oberfläche beteiligt  (Hoelzle et al.,  2007). Die,  in dieser Arbeit  identifizierten 
Fähigkeit, an Transferrin zu binden, stellt anscheinend eine weitere Funktion von MSG1 dar. 
Das Genom von M.  suis  ist mit  einer Grösse  von  ca.  709  kbp  (Oehlerking  et  al.,  2011)  im 
unteren Grössenbereich des Genus Mycoplasma (kleinstes Genom M. genitalium mit ca. 580 
kbp, grösstes Genom M. penetrans. 1,36 Mbp; Fraser et al., 1995;  Sasaki et al., 2002).  
Zusammenfassend  kann man  sagen:  Die  Sensitivität  und/oder  Spezifität  der  verwendeten 
Methoden  reicht  anscheinend  nicht  aus,  um  aus  den M.  suis  Präparationen,  die  uns  zur 
Verfügung  standen,  Transferrin‐,  Hämoglobin‐,  oder  Hämin‐bindende M.  suis‐Proteine  zu 
identifizieren.  Um  dies  in  Zukunft  zu  ermöglichen,  braucht  es  entweder  M.  suis‐
Präparationen  mit  weniger  Wirt‐Kontamination  oder M.  suis,  die  aus  einem  zellfreien  in 
vitro‐Kultursystem  zur  Verfügung  stehen. Im  Rahmen  dieser  Arbeit  konnten  wir  indessen 
nachweisen,  dass  das  glykolytisch  aktive  Adhäsionsprotein  MSG1,  Spezies‐spezifische, 
Transferrin‐bindende  Eigenschaften  besitzt.  Weitere  Arbeiten  sind  notwendig,  um  den 
genauen molekularen Mechanismus dieser Interaktion aufzuklären. 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